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Herr Professor Dr. med. Dr. h.c. Wolf-Georg Forssmann 
in Hannover /Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Be- 
zeichnung 

"Native Plasmaform von human em GLP-1" 

am 12. September 1997 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue wiedergabe 
der ursprunglichen Unterlage dieser Patentanmeldung . 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Symbole 
C 07 K und A 61 K der Internationalen Patentklassif ikation 
erhal ten. 



Munchen, den 22. September 1998 
Der President des Deutschen Patentamts 
Im Auftrag 




tenzeichen: 197 40 081.7 
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(EDV-L) 
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971911de Me/Sch-gn 
12 . September 1997 



Native Plasmaform von human em GLP-1 



Die v^ifiieg^nde ^rinSung Setfifft die native Plasmaform von 
humanem GLP-1 (Glucagon Like Peptide 1), Verfahren zur Isolie- 
rung und Herstellung dieses Molekiil sowie die Verwendung des 
Molekiils . 

GLP-i entsteht durch post - translationales Prozessieren von Pro- 
glucagon und stimuliert die Insulin und Somatostat insekretion 
der Bauchspeicheldruse und hemmt die Sekretion von Glucagon und 
Magensaure . 

In klinischen Versuchen zeigte GLP-1 positive Effekte bei der 
Behandlung von Diabetikern, unter anderem in einen verminderten 
Insulinbedarf . 

Uberraschenderweise konnte nun aus Hamof iltrat ein Fragment des 
GLP-l- isoliert werden, das eine hohere biologische Aktivitat 
aufweist als GLP-1. 

Die Analyse ergab, da& es sich dabei urn das Fragment 7-34 von 
GLP-l handelt (GLP-1-7-34) gema£ Formel I 

NH 2 -HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVK-COOH . Formel I 

Das Fragment und sein amidiertes Derivat gema£ Formel II wurden 
in einem Bioakt ivitats-Assay durch Messung der Bildung von cAMP 
nach Zugabe der isolierten Peptide bzw. Pept id-Derivate unter- 
sucht . 

NH 2 - HAEGTFTSDVSS YLEGQAAKEFI AWLVK - CONH 2 Formel II 
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Die Aktivitat wurde mit der Aktivitat des bekannten Amids des 
GLP-1 Fragments GLP-1- (7-36) verglichen. Das GLP-1- (7-34) und 
sein Amid ergaben eine signifikant hohere Bildung von cAMP im 

Assay . 

Das erf indungsgemafie Peptid kann au£er durch Aufreinigung des 
GLP-1 -Molekuls aus Hamofiltrat auch durch Pept idsynthese in dem 
Fachmann bekannter Weise hergestellt werden . Dabei konnen in 
bekannter Weise das Amid, weitere Derivate oder Fragmente 
synthet isiert werden . 

Weiterhin ist die Herstellung des erf indungsgemaSen Peptids auch 
durch Expression in gentechnisch veranderten Organismen moglich. 

Das erf indungsgemaEe Peptid eignet sich zur Herstellung eines 
Arzneimitnels zur Therapie von . insulinabhangigem Diabetes 
mellitus, nicht - insulinabhangigen Diabetes mellitus, zur Thera- 
pie von Hyperglykamien, Dyslipoproteinamien , zur Therapie von 
Fettsucht, zur Therapie von MODY (maturity-onset-diabetes of 
young people; Insulin-unabhangiger Diabetes mellitus) , zur 
Behandlung sekundarer Hyperglykamien im Zusammenhang mit Pan- 
kreas-Erkrankung (chronische Pankreat i t is , Pankreasektomie , 
Hamochromatose) oder endokrinen Erkrankung ( Akromegalie , Cus- 
hing- Syndrom, Phaochromozytom oder Hyperthyreose) , zur Behand- 
lung medikamentos induzierter Hyperglykamie (Benzothiadiazin- 
Saluretika, Diazoxid oder Glukokortikoide ) , zur Therapie pa- 
thologischer Glukosetoleranz , zur Therapie von Hyperlipoprotei - 
namien und zur Behandlung von Hypotonie . 

Peptidhaltige Arzneimittel werden in dem Fachmann bekannter 
Weise fur geeignete Applikat ipnsweisen hergestellt. 

Die Aufreinigung des Fragments soli durch folgendes Beispiel 
erlautert werden: 
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6800 1 Hamof iltrat wurden mit Salzsaure auf einen pH von 3.0 
angesauert und auf 4°C gekuhlt. Das Hamof iltrat wurde 1:3 (v/v) 
mit entionisiertem Wasser verdunnt und auf eine Kationenaustau- 
schersaule aufgetragen. Die gebundenen Peptide wurden mit 0,5 M 
Natriumchlorid und anschlieSende mit 0,5 M Ammoniumacetat 
eluiert. Der Gehalt an GLP-1 bzw. seinen Fragmenten wurde durch 
einen Radioimmunoassay bestimmt. Das Ammoniumacetat -Eluat wurde 
an einer Membran mit einer AusschluSgroSe von . 3 0 . 0 Q 0 Dalj- an 
ulrraf iltriert . Das Ultraf iltrat wurde in mehreren Reversed- 
Phase-Chromatographie-Schritten weiter auf gereinigt . Das gerei- 
nigte Fragment wurde massenspektrometisch und durch Aminosaure- 
sequenzierung untersucht . Die Analyse der cAMP- Freiset zung 
erfolgte an RIN-Zellen. Etwa 5.10 5 Zellen in 500 fil Puffer (113 
mM NaCl, 4 , 7 mM KC1, 1,2 mM.KH 2 P0 4 , 10 mM Hepes , 2,5 mM CaCl 2 , 
1,2 mM MgS0 4 , pH 7,4), enthaltend 1% (w/v) humanes Serumalbumin, 
wurden fur 10 Minuten bei 37° vorinkubiert und anschlieteend mit 
2 ill einer 50 mM Losung von 3 - Isobutyl - 1 -methylxanthin versetzt, 
urn die Degradierung des cAMP zu vermeiden. Durch Zugabe von 5 /xl 
stark verdunnt er Losung des erf indungsgemaSen Peptidf ragments 
bzw. seines amidierten Derivates wurde der Assay gestartet . Nach 
10 minutiger Inkubation bei 37° wurde der Zelluberstand ent- 
fernt, die Zellen durch Zugabe von 500 fil 70%igem Ethanol 
lysiert, auf -70°C eingefroren und lyophilisiert , . Der cAMP- 
Gehalt wurde durch einen Radioimmunoassay bestimmt. 
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Patentanspruche 

Peptidf ragment von GLP-1 mit der Aminosauresequenz GLP-1 - 
(7-34) 

NH, - HAEGTFTSDVSS YLEGQAAKEF I AWLVK - COOH 

und seine amidierten, phosphoryl ierten , acetylierten 
und/oder glycosilierten Derivate sowie Fragmente des GLP-1- 
(7-34) mit biblogischer. Aktivitat des GLP-1. 

Verfahren zur Isolierung von Peptidf ragmenten gemaS An- 
spruch 1 als native Plasmaform von humanem GLP-1 durch 
Aufreinigung aus Hamof iltrat . 

Verfahren zur Herstellung von Peptidf ragmenten gemaS 
Anspruch 1 durch Festphasenpept idsynthese . 

Verfahren zur Herstellung von Peptidf ragment en gemaS 
Anspruch 1 durch Expression in gentechnisch veranderten 
Organismen . 

Verwendung des Peptidf ragment s gemaE Anspruch 1 zur Her- 
stellung eines Medikamentes zur Behandlung von insulin- 
abhangigem Diabetes mellitus, von nicht - insulinabhangigen 
Diabetes mellitus , Hyperglykamien, Dyslipoproteinamien, 
Fettsucht, MODY (maturity-onset -diabetes of young people), 
sekundarer Hyperglykamie durch Pankreas -Erkrankungen oder 
endokrine Erkrankungen, medikamentos induzierter Hyper- 
glykamien, pathologischer Glukosetoleranz , Hyperlipopro- 
teinamien und/oder Hypotonie . 
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Zusammenf as sung 



• Pe.pt idfragraent von GLP-l mlt "der Aminosauresequenz GLP-l- (7-34) 

NH 2 - HAEGTFTSDVS S YLEGQAAKEF I AWLVK - COOH 

und seine amidierten, phosphorylierten, acetylierten und/oder 
glycosilierten Derivate- sowie Fragmente des GLP-l - (7-34) mit 
biologischer Aktivitat des GLP-l. 



